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过 去 ,在 精子 的 超 显 微 结构 方面 的 研究 虽然 已 积累 了 很 多 资料 ,但 在 无 尾 的 簿 栖 类 ， 
峙 和 固 崇 方面 的 研究 却 不 多 。 施 有 履 吉 等 C1981) 结合 他 们 的 生化 工作 ， 曾 用 油 睾 销 片 法 
研究 了 这 两 种 两 福 类 染色 质 在 超 显 微 结构 方面 的 异同 。 发 现 黑 班 娃 的 精子 染色 质保 留 了 
体 细胞 染色 质 的 核 小 体 的 结构 ， 而 在 肉 崩 染色 质 中 则 无 核 小 体 结 构 ， 取 而 代 之 的 则 为 由 
精 蛋 白 和 DNA 组 成 的 纤维 状 结构 。 然 而 在 原 位 的 情况 下 ， 黑 斑 峙 (Rona nigromacu- 
late) MPERA (Bufo bufo asiaticus) 的 染色 质 星 何 形态 尚 需 做 进 一 步 的 研 
究 。 

我 们 实验 室 的 初步 研究 表明 ， 当 将 黑 斑 峙 精子 的 匀 兹 液 注 射 入 成 熟 的 去 染色 KO 
内 ， 可 以 激动 无 染 色 体 卵 的 不 规则 分 着 许 履 吉 等 ， 未 发 表 ) 。 切 片 观察 ， 在 注入 精子 
的 名 浆液 后 2 一 4 小 时 的 孵 中 ， 可 见 到 无 数 星光 分 布 。 在 成 熟 示 受精 多 中 注入 精子 勾 效 
WRENN ARST RA SRE MES, RA). ERG 受精 过 程 
rf, BERRES KMAN, 其 中 心 体 tcentrosome) WWFT (Balinsky, 
1975) 。 因 此 ， 无 染色 体 成 熟 凡 经 注射 铺子 义 浆 后 出 现 的 星光 及 成 熟 未 受精 久 经 注射 靖 
子 匀 楷 后 分 用 所 需 的 中 心 体 应 来 源 于 精子 的 中 心 体 粒 或 其 子 体 。 这 也 促使 我 们 对 精 了 的 
超 做 结构 作 一 些 观 举 。 

SCALE XM IT ORR 


材料 和 方法 


—. AB. Pe REL. 

=. A 

(一 ) BROHHAR ”将 两 种 动物 的 察 丸 ， 分 别 用 锋利 万 片 切 成 6.5mm 见 方 的 
本 文 1984 芋 B 月 10 日 收 到 ，10%85 洗 2 FIA MAM, 


4 本 工作 承 施用 吉 教 授 指 导 ， 深 表 谢 意 。 
A E E E k D A E EAR H ME, EREITEA PDEA h RREN NRR, FEAA. 
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I, HEF25% RoE 1/ MRR RRAG, pH7.4 —-PEA, REAR 
琶 缓冲 液 洗 数 次 ， 再 用 2 ”OsO, 固 定 两 小 时 。 或 者 ， 组 织 块 音 用 DOs, 固定。 以 上 各 步 
EHE 4°C 下 进行 。 

在 室温 常规 脱 术 ， 和 包 埋 于 Epon812， 用 LKB 切 片 机 切片 ， 切 片 用 蜡 酸 铀 和 柠檬 酸 铅 
双 染 色 。 

用 JEM-100B 和 H-500 电 子 显微镜 观察 。 

(二 ) 扫描 电 镜 样 品 的 制备 ， 

1, 收 集 较 纯 的 精子 ， 取 两 种 动物 的 振 丸 ， 放 入 生理 盐水 中 洗 净 。 然 后 分 别 用 尼龙 纱 
fH, MASEDTAMEGTAMTrisHw (pH7.5) 。 用 玻璃 棒 玻 碎 察 娘 ， 这 时 精子 
以 及 其 他 细胞 从 尼龙 纱布 孔 进 入 Tris 流 。 将 含 精子 的 Tris 液 放置 20 一 30 分 钟 ， 使 溶液 中 
EDTA、EGTA 和 其 他 细胞 膜 上 的 二 价 离子 整 合 结 成 团 块 。 最 后 用 玻璃 纤维 将 敖 合 的 细 
胞 碎片 团 滤 去 ， 即 可 得 较 纯 的 精子 。 

2. 照 常 法 制作 精子 扫描 电镜 标本 。 用 3~450 扫 描 电 镜 观 察 。 











结 果 


对 两 种 动物 的 精子 进行 了 顶 体 、 细 胞 核 、 中 片 和 尾部 四 个 区 域 的 观察 。 
顶 体 区 域 ”两 种 动物 精子 的 顶 体 结构 有 车 明显 的 不 同 。 黑 查 蛙 的 顶 体 结构 不 明 
显 ， 仅 在 精子 头 的 顶端 见 到 电子 密度 大 的 黑色 颗粒 或 圳 泡 等 结构 〈 图 版 1， 图 1》 。 而 
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Plate I All of the electron micrographs in the Figs, 1— 3 being 
taken from the frog Rana nigromaculata. 


Fig, 1 The chromatin and acrosome of sperm nucleus. The chromatin reveals a granular 
appearance, with the granules being about 100 A in diameter and distributed evenly 
and densely. Notice that the acrosomal structure is atypical. x50, 000 
4 Fig. 2 Aproximal centrioles showing a 3 x 9+ 0 structure. x60, 000 
Fig. 3 This micrograph shows the proximal and distal centrioles which are nearly perpen- 
dicular each other. Notice that the distal centriole is associated with the axial 


fibers, x50, 000 


PEABRHMAR-RROATRRERTAHAM, AAWRR, METER, M 
AASWARAR (Equatorial Segment) 等 顶 笨 典 型 结构 图 版 I， 图 4) 。 

从 扫 拱 电镜 中 也 观察 到 两 种 也 体外 型 的 差异 。 

SW TRS a BPR PLP Ph Ek A A Tf LTE SEKEN. 都 是 
上 央 下 鳃 的 长 简 关 ， 但 是 核 内 染色 质 的 结构 有 较 大 差异 。 黑 查 蛙 染色 质 高 度 浓缩 ， 在 较 
菏 的 切片 中 ， 两 万 倍 左 右 才能 分 扒 ， 它 们 是 由 分 布 致密 而 均匀 , 直径 约 100 A 的 细小 颗粒 
组 成 。 其 间 还 可 看 到 少量 淡色 辛 点 ， 是 油 散 的 染色 质 区 (BRI; AI. FERAS 
精子 的 头 部 染色 质 ， 虽 然 也 随 着 精子 的 成 熟 而 逐步 浓缩 ， 和 但 和 黑 斑 蛙 染 色 质 的 浓缩 程度 
相 出 ， 明 显 松散 。 它 们 呈现 为 体积 不 等 ， 交 销 分 布 的 短 杆 { 线 ) 状 (图 版 ， 图 4)。 这 
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Plate I Ali of the electron micrographs in Figs, 4—7 being taken 


from the toad Bufo bufo asiaticus, 


Fig. 4 The chromatin and acrosomal structure of sperm nueleys. The chromatin shews a 


6 # 








4 期 RAA: PERE ANR HO TB i ON 385 


filamentous appearance, with the filaments loosely and irregularly arranged. The 





acrosome consists of acrosome membrane, subacrosome space, acrosomal contents 
and equitorial segment. x30, 000 

Fig. 6 The proximal centriole is in the transverse section and has a 3 x 9 + 9 structure, 
while the distal centriole is in the longitudinal section. x80, 000 

Fig. 6 The structure of undulating membrane of the tail region. x36, 000 

Fig. 7 The proximal and distal centrioles in the midpiece, which are arranged perpendi- 
cularly each other, with a number of mitochondria distributed nearby. x9, 600 


BS 0h By A ga Be 8 eB = EH (trilaminar structure) 
《图 版 贡 图 10 一 12) CORK, AAI . FEMTE FRESS ERARA 

中 片区 域 。 两 个 种 的 中 片 形 态 是 较 原始 的 ， 在 核 和 中 片 之 间 没 有 相连 接 的 颈 部 区 
域 。 它 们 的 中 片 具 有 9 x 3+ 0 典 玫 销 构 的 近 心 端 和 远 心 端 两 个 中 心 体 粒 CRIT, A 
2, 图 版 I， 图 5》， 两 者 的 排列 位 置 在 两 种 动物 中 也 都 是 近似 垂直 ( 约 呈 80” 角 ) 。 
即 远 心 端 中 心 粒 和 精子 长 轴 平 行 ， 近 心 端 中 心 粒 和 精子 长 轴 近 于 垂直 (图 版 1， 图 33 
图 版 IT， 图 5， 图 7) 。 | 

在 黑 更 蛙 ， 近 心 端 中 心 粒 位 于 细胞 核 末端 核 止 之 外 。 中 片 内 的 线粒体 是 分 散 的 细胞 
器 ， 相 互 没 有 融合 。 它 们 不 规则 地 排列 在 两 个 中 心 粒 的 周 钒 《图 版 1， 图 3 ， 图 版 下 ， 














Plate 1 


Fig. & Scanning electron microphotograph of the mitochondria of Rana rigromaculata. Note that 


the mitochondria exhibit an irregular arrangement in the midpiece and from this region 
downward, they change to a spiral mantier at the junction of midpiece and tail. x26,500 
Fig. 9 Scanning microphotograph of the sperm ‘tail of B. bufo asioticus, showing the undulating 
membrane. x24, 000 i 
Fig. 10 Microphotograph of metaphase centromere from the spermatocyte of R. nfgromeculata, 


revealing trilaminar structure. x20, 100 : 
Fig. 11 Enlargement of the trilaminar structures which i indicated by arrow in Fig. 10. 49,000 
Fig. 12 Trilaminar structure of metaphase centromere in the spermatocyte of B. bufo asiaticus. 


E8), ARRAT ORZ HE TAR, REET 到 致密 
AM CAI, AS), 

TOE AMR ADE DO OEE AAT (图 版 IT， 图 5) ， 这 
Fat PA PE MET ot Be A eS RAR A, PR P b iT 
处 ， BE ARIE OM OENAR, CINARA, UFR Ek k 
淡 。 因 此 ， 它 们 的 财 就 显得 十 分 清楚 〈 图 版 TI， 图 7》。 

Bay mt LEAT OMP REARS KM, WAN REE, 
以 仅 能 在 观察 过 程 中 将 大 量 纵 、 模 切面 的 照片 搭配 起 来 。 再 利用 扫 措 电镜 对 它们 外 形 进 
行 观察 ， 以 得 出 总 的 概念 。 

两 种 动物 昆 部 主轴 都 是 由 9 x 2 + 2 的 典型 结构 组 成 ， 办 丝 和 远 心 端 中 心 粒 相连 
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图 版 I， 图 3; 图 版 I， 图 7) 。 

黑 五 蛙 的 尾部 比 蜡 巡 的 尾部 要 短 。 用 扫描 电镜 测 轩 精子 尾部 的 长 度 ， 得 知 前 者 长 约 
6 一 9 上， 后 者 长 约 27 一 314 ， 两 者 相差 约 3 一 4 悦 。 蛙 中 片 和 尾部 相连 接 的 一 段 ， 线 
粒 体 似 呈 螺旋 状 排 列 〈 图 版 下 ， 图 8 》 。 再 由 此 向 下 ， 线 粒 体 消 失 ， 中 央 轴 丝 四 周 尚 有 
颗粒 和 训 泡 等 结构 ， 四 周 物 质 逐 步 减少 ， 最 后 仅 为 轴 丝 结构 。 

HEM RAR BERK, ARR (GRI, 6), ABBR 
可 以 观察 到 波动 膜 的 外 形 CARI, 图 9) 。 用 电镜 观察 尾部 纵 切面 ， 可 见 在 千 近 中 片 
的 昆 部 ， 有 较 长 一 段 的 轴 丝 四周 被 线粒体 环绕 ， 线 粒 体 和 轴 丝 之 间 有 较 大 的 空隙 ， 线 粒 
体 的 外 围 有 质 膜 ， 再 由 此 向 下 线粒体 仅 存 于 轴 毕 的 一 侧 〈 图 版 IT， 图 7) 。 





讨 £ 


虽然 黑 斑 峙 和 蛤 暴 都 属于 无 尾 两 栖 类 ， 但 两 者 精子 的 超 显 微 结构 有 着 不 少 差异 。 其 
中 顶 体 、 染 色 质 和 昆 部 的 差异 较 大 ， 这 些 差异 在 生物 学 上 的 意义 是 值得 探讨 的 。 

精子 在 受精 过 程 中 ， 首 先 必须 穿越 复杂 的 屏障 才能 入 哮 。 有 许多 工作 证 明 ， 顶 体 含 
有 一 些 栈 ,如 从 哺乳 动物 精子 项 体 中 曾 提取 出 蛋白 醇 (Andersonr，1975)， 这 些 酶 的 作用 
主要 是 扫除 入 孵 的 障碍 。 因 此 ， 顶 体 结构 的 复杂 与 否 同 它 所 要 排除 的 屏障 难 易 有 着 密切 
的 关系 。 中 华 大 丹 肾 的 精子 在 入 卵 前 要 穿 过 孵 带 ， 还 要 钻 入 硬 而 厚 的 腕 膜 ， 到 达 孵 的 表 
面 ， 最 后 还 要 闻 过 进入 卵 内 这 一 关 。 所 以 它 的 项 体 结构 复杂 ,具有 顶 体 膜 ,项 体 下 空 阶 、 
顶 体内 含 物 和 开道 区 等 结构 。 而 黑 班 蛙 卵 外 仅 一 层 甩 膜 并 且 比 娘 肉 的 薄 而 软 ， 精 子 入 卵 
前 要 通过 的 屏障 比 丹 蛤 简单 得 多 。 因 此 它 的 顶 体 仅 有 一 些 颗 粒 、 亮 泡 等 不 典型 结构 。 

这 两 种 动物 的 染色 质 结构 也 截然 不 同 。 黑 更 坚 染 色 质 高 度 浓 缩 , 呈 约 100 大 小 的 颗 
粒 ， 分 布 致 密 而 均匀 。 而 蛤 内 染色 质 则 呈 杆 〈 线 ) 状 ， 分 布 较为 松散 而 不 规则 。 根 据 施 
BES (1981) OR, ARATE ERR T PARRA TORERA. RS 
巡 精 子 的 染色 质 中 ， 组 蛋白 为 鱼 精 蛋白 所 取代 ， 而 黑 斑 蛙 精子 的 染色 质 仍 保留 核 小 体 含 
有 的 四 种 组 蛋白 和 Hi。 他 们 又 用 铺 片 法 在 电镜 下 观察 其 结构 ， 发 现 桨 虹 精 子 的 染色 质 中 
核 小 体 结 构 已 不 复 存 在 ， 成 为 核 精 蛋 白 纤维 ， 而 黑 议 蛙 仍 保留 育 核 小 体 结构 。 这 样 看 
来 ， 分 布 松散 而 不 规则 的 染色 质 可 能 系 核 小 体 结构 已 不 复 存在 所 致 ， 分 布 臻 密 而 均匀 的 
染色 质 可 能 反映 了 仍 有 核 小 体 结构 存在 。 

根据 Follist (1979) 对 铃 蛙 (Bombina) , Nicander (1970) WR (Bufo 
vulgaris) Ri (Rana temporaria), Borgos (1956) tes Be (Bufo arenarum) 
和 Poiricr (1971) SHAKE (Rana pipiens 和 Rana clamitans) WTEM BARR, 
RAVE AG RT A ENR A, RRL E Ky BB A SE 
+340, SHORBDDIRS HE, MILEA RA T RAR RAP ER A E E 
同 ， 只 线 状 不 规则 的 略 松散 排列 。 鉴 于 这 些 事实 ， 结 合 施 履 吉 等 〈1981) 的 工作 ， 我 们 
或 者 可 以 这 样 推论 ， 在 无 尾 两 栖 类 中 ， 属 于 虹 肾 科 的 精子 染色 质 不 呈 核 小 体 结构 而 成 线 
状 ， 但 坚 科 的 精子 染色 质 仍 保留 和 体 细胞 相同 的 核 小 体 结构 。 这 种 现象 在 生物 学 上 的 意 
义 何在 ， 是 一 个 值得 探讨 的 问题 。 
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| TPR ARPES ap ARR LSA ASR Ctrilami-~ 
nar type) (REF, KRÆ) ， 在 精子 染色 质 中 未 观察 到 这 种 结构 。 当然 这 不 足以 说 
明 着 丝 粒 的 前 身 是 不 存在 的 。 

我 们 对 两 种 精子 中 片 内 的 中 心 粒 进行 了 较 详 细 的 观察 。 它 们 都 具有 两 个 中 心 粒 ， 近 
心 庙 和 远 心 端 中 心 粒 相 互 都 近 于 垂直 排列 ， 其 结构 也 和 其 他 动物 一 样 是 9 x 3 + 0 的 基 
AGH, BEDERE, PRIOR PORHMERREBAA, WARE, 2 
个 位 置 上 的 差别 对 精子 入 卵 后 中 心 粒 的 进一步 行为 有 何 关 系 ， 还 不 清楚 。 

两 种 精子 尾部 结构 差异 明 冯 。 糖 蛛 精 子 的 尾部 具有 波动 膜 ， 上 黑 斑 蛙 的 精子 尾部 刚 没 
有 。 不 少 学 者 对 司 运 动 的 精子 忆 部 进行 了 很 多 研究 ， 得 知 构 成 9 个 外 周 双 联 体外 车 的 一 
AMT (dynein 具有 ATP 酶 活性 ， 与 波浪 式 运 动 有 关 《Sativ，1979) 。 但 对 于 波 
动 膜 的 存在 是 否 有 助 于 波浪 式 前 进 ， 还 了 解 得 很 少 ， 因 此 还 难以 从 功能 上 来 羡 明 它们 结 
WLM. 
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ULTRASTRUCTURAL STUDIES ON THE SPERMATOZOA 
OF THE FROG RANA NIGROMACULATA AND 
THE TOAD BUFO BUFO ASIATICUS 


Mo Huiying 


(Shonghai Institute of Cell Biology, Acedemia Sinica) 


Investigations on the ultrastructures of spermatozoa have been carried out 
by a number of authors, but the research works with respect io the anuran 
Amphibia, frog and toad, are scarcely found, Sze et af (1981) , using the 
sutface-cprcading technique in combination with the biochemical method, 
studied on the chromatin structure of the sperms of the frog Rana nigroma- 
culata and the toad Bufo bufo asiaticus and discovered that the former 
continues to have ihe nucleosomal structure, while the latter appears to have 
a fibrous structure, mainly composed of protamine and DNA, instead of show- 
ing the nucleosomal structure, The present works were intended to carry out 
the in siiu studies on the chromatin structures of the two above-mentioned 
anurans, As a result of these studies, it was found that the sperm chromatin 
of R. nigromaculata, which is known to have the persistent nucleosomal 
structure, shows a granular form: with the diameter of the granules around 
100A and the granules distributed densely and evenly inside the nucleus, while 
that of B, bufo asiaticus, which is reported to have a fibrous structure, 
revealed a filament-or rod-like appearance, with the filaments or rods scat- 
tered loosely and irregulariy with in the nucleus, 

According to Balinsky (1975) dnd a preliminary study of our laboratory 

(Sze et ai, unpublished) , we know that during the fertilization process of 
higher animals, centrosome has as an origin from sperm midpiece, hence we 
carricd out an observation on the status of centrioles in the Rana and Bufo 
sperms, It was revealed that both sperms possess two centrioles in the mid- 
piece, with one proximal and the other distal to the nucleus as usually found, 
and that these two centrioles are perpendicular to each other, So far as we 
can discern, the most obvious difference between these two species is on the 


fact that the proximal centriole of Bufo is located within the invaginated portion 
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of the nucleus, while that of Bana is situated near to, but outside the nuclear 
indentation, 

The acrosomes and tails of these two species were also carefully examined, 
The acrosome of the former is atypical and appears to be composed of vesicles 
and granules, but that of the latter is shown to be quite complex and made 
up of outer acrosomal membrane, subacrosomal space, acrosomal contents and 
equatorial segment, As to the tail region, these two species are also different 
by the fact that Bufo has an undulating membrane, but Rana has no such 
structure cver been observed, Besides, the ultrastructures of these two anuran 


species are discussed in connection with their respective functions, 
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